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褐飞虱 成 虫 唾液 细菌 蛋白 的 鉴定 
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摘要 :【 目的】 通过 鉴定 褐飞虱 Nilaparvata lugens (St 由) 水 状 唾液 中 的 细菌 蛋白 ,了 解 其 唾液 中 的 细 
菌 种 类 。【 方 法 】 利 用 双 层 膜 夹 蔗糖 溶液 的 方法 对 褐飞虱 成 虫 唾液 进行 收集 , 超 滤 浓 缩 后 进行 电 
泳 , 然 后 利用 液 相 色谱 - 电 喷雾 串联 质谱 (LC-ESIL-MS/ZMS ) 方法 鉴定 蛋白 ,与 Uniprot 的 细菌 蛋白 数 
据 库 进行 比 对 从 而 鉴定 褐 飞 乱 成 虫 唾液 中 的 细菌 蛋白 。【 结果 】 在 褐飞虱 成 虫 唾液 中 鉴定 到 22 种 
细菌 的 35 种 蛋白 ,这 些 蛋 白 主要 参与 能 量 代谢 过 程 .蛋白 的 折 且 和 合成 以 及 和 氮 基 酸 代 谢 过 程 。 这 
些 细 菌 分 布 在 变形 菌 门 (Proteobacteria) 2x ZX, | [1 ( Actinobacteria ) 和 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)3 个 门 。 
蛋白 种 类 较 多 来 源 于 变形 菌 门 。【 结 论 ] 鉴定 到 蛋白 的 这 些 细菌 可 能 在 褐飞虱 的 生活 史 中 扮 演 重 
要 角色 。 
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Identification of bacterial proteins in saliva of adults of the brown 














planthopper, Nilaparvata lugens ( Hemiptera: Delphacidae) 

MIAO Yu-Tong, DENG Yao, LIU Yu-Di* , HOU Mao-Lin (State Key Laboratory for Biology of Plant 
Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China) 

Abstract: [ Aim] To understand the bacteria species in saliva of adults of the brown planthopper, 
Nilaparvata lugens, by identifying the bacterial proteins in their saliva. [ Methods] Saliva of N. lugens 
adults was collected by stretching two layers of Parafilm with sucrose diet. Protein solution was subjected 
to electrophoresis after concentration by ultrafiltration. Protein identification was conducted by liquid 
chromatography-electrospray ionisation-tandem mass spectrometry ( LC-ESI-MS/MS) analysis, and the 
spectra were searched against the Uniprot database of bacterial protein to identify the bacterial proteins in 
saliva. [ Results] Thirty five proteins of twenty-two species of bacteria, mainly related to energy 
metabolism, protein folding and synthesis and amino acid metabolism, were identified in saliva of N. 
lugens adults. These bacteria belong to Proteobacteria, Actinobacteria and Firmicutes, and most are from 
Proteobacteria. [Conclusion] The endosymbiont bacteria in N. lugens, whose proteins were identified, 
may play an important role in the life history of this insect. 
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WIE P5; HR HORIS EERWEÆEK, — 育 所 需 的 营养 ,而 - 





旦 共生 菌 在 寄主 环境 耐 受 力 及 天 








生殖 及 传播 植物 病害 上 都 具有 重要 意义 ( 谭 周 进 政 防 御 能 力 等 方面 作用 明显 ( 张 次 等 , 2016) 。 刺 吸 
等 , 2005) 。 尤 其 是 对 于 刺 吸 式 口 器 的 昆虫 ,它们 取 式 口 器 昆虫 在 刺 吸 木 质 部 或 万 皮 部 汁液 的 过 程 中 ， 
食 的 营养 物质 有 限 ,通常 需要 内 共生 菌 提供 生长 发 。 会 分 泌 水 状 唾液 和 胶 状 唾液 , 胶 状 唾液 主要 形成 口 
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TP EEIZEAE DIA O EF (Sharma et al., 2014) , 而 水 状 
唾液 在 昆虫 与 寄主 的 互 作 过 程 中 可 能 发 挥 了 重要 的 
作用 。 张 瑛 等 (2015 ) fE BE BB BÑ Hyalessa 
maculaticollis ( Motschulsky ) 的 唾液 腺 中 鉴定 出 7 种 
细 苦 ,分别 属于 变形 菌 门 (Proteobacteria) 和 厚 壁 菌 
门 (Firmicutes ) Brumin 等 (2012 ) 在 烟 粉 乱 Bemisia 
tabaci 的 唾液 腺 中 发 现 了 立 克 次 氏 体 Rickettsia ,表明 
这 种 细菌 可 能 在 昆虫 之 间 发 生 了 水 平 传递 。 

d K mu Nilaparvata lugens ( Stål) 属 半 翅 目 
( Hemiptera) 飞 乱 科 (Delphacidae ) 。 它 是 亚洲 水 稳 
上 最 具 破 坏 性 的 害虫 之 一 ,通过 刺 吸 植物 汁液 和 传 
播 病 毒 病 造成 水 稳 上 严重 的 经 济 损失 (Sogawa， 
1982) 。 已 有 研究 表明 , 褐 飞 息 腹部 脂肪 体内 存在 
真菌 型 的 内 共生 菌 类 酵母 共生 菌 (yeastrlike 
symbiote, YLS) , VA 8 1 48 K UTI ES AE i OR 26 UJ 
关系 (王国 超 , 2005) ,但 对 于 褐飞虱 体内 的 细菌 型 
共生 菌 种 类 仍 未 有 定论 。Tang 等 (2010) 在 3 个 生 
物 型 的 褐 飞 异体 内 鉴定 到 18 种 细菌 ,包括 已 确定 的 
褐飞虱 共生 菌 Wolbachia。 李 香 香 等 (2011 ) E K 
JU is FEER] 13 种 细菌 。 王 渭 霞 等 (2010 ) fe TS 
飞 恒 体内 首次 鉴定 到 杀 雄 菌 属 Arsenophnus 的 共生 
菌 。 唐 明 等 (2014) 收集 了 褐 飞 息 的 水 状 唾 液 ,通过 
建立 16S rRNA 鉴定 到 6 种 细菌 ,种 类 较 少 ,而 且 这 
6 种 细菌 中 包含 2 种 固氮 细菌 和 2 种 成 团 泛 菌 ,可 
能 来 源 于 土壤 或 水 稻 本 喘 。 由 于 褐 飞 乱 唾 液 在 其 取 
食 和 致 害 过 程 中 起 着 重要 的 作用 ,共生 细 戎 也 与 昆 
虫 之 间 相 互 作用 ,本 研究 以 褐飞虱 成 虫 唾液 的 细菌 
蛋白 为 着 手 点 ,采用 液 相 色 谱 - 电 喷 雾 串联 质谱 
( liquid chromatography-electrospray ionisation-tandem 
mass spectrometry ，LC-FSI-MSZMS ) 方 法 鉴定 褐 飞 乔 
唾液 中 的 细菌 蛋白 ,为 研究 褐飞虱 唾 液 细 菌 蛋 白 及 
其 体内 细菌 在 褐飞虱 取 食 、 致 害 过 程 中 扮演 的 角色 
提供 理论 基础 。 
















































































































































































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 饲养 

实验 所 用 褐飞虱 采 自 广西 桂林 市 兴安 县 的 水 稻 
Orvza sativa( TN1 品种 ) 田中 ,用 TNI 水 称 置 于 培养 
箱 中 饲养 ,饲养 条 件 :温度 27 + 1 ,相对 湿度 80% + 
1096 , 光 周 期 16L: 8D, 
1.2 试 虫 唾液 收集 

利用 双 层 膜 夹 蔗糖 溶液 的 方法 对 褐飞虱 成 虫 唾 
液 进 行 收集 。 用 两 层 拉 伸 的 Parafilm 膜 封 住 一 端 开 


























口 的 圆柱 形 玻璃 容器 (直径 5 cm ,高 8 em) ,在 两 层 
膜 中 间 的 夹层 中 加 入 1 mL 事先 灭 菌 的 15% 的 蔗糖 
溶液 ,容器 底部 事先 倒 入 少量 2% 的 琼脂 保湿 。 在 
XA CA, 50 头 预先 饥饿 1 h 的 褐 飞 起 长 翅 型 成 虫 ， 
TOILET FH XU 2E , 瓶 口 处 照 光 吸引 神 飞 乱 取 食 芒 
糖 溶液 。24 h 后 将 收集 到 的 蔗糖 溶液 吸出 ,保存 至 
液 氮 中 , 共 收 集约 8 000 头 褐飞虱 水 状 唾液 。 
1.3 唾液 样品 超 滤 浓 缩 

取 两 个 超 滤 管 加 入 500 pL 体积 的 离心 超 滤 装 
置 中 。 离 心 超 滤 加 入 罗氏 蛋白酶 抑制 剂 cocktail 和 
还 原 剂 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) ,防止 离心 后 降解 。 在 
14 000 x g 离心 力 下 离心 ,每 次 20 min。 分 批 将 褐 飞 
虱 唾 液 样品 加 入 超 滤 管 中 , 将 超 滤 下 的 涂 液 从 滤 管 
中 移 除 ,加 入 样品 使 其 达到 上 样 超 滤 最 大 体积 。 再 
次 离心 , 移 除 滤 过 液 , 直到 将 全 部 样品 浓缩 到 200 
pL 体积 。 取 出 20 pL 样品 上 样 , 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 后 ,染色 。 
1.4 样品 胶 内 酶 解 

将 样品 按照 条 带 分 布 分 成 15 个 组 分 (图 1)。 
在 每 个 离心 管内 加 入 1 mL 水 ,清洗 10 min ,将 水 移 
除 ,重复 1 次 。 在 每 个 离心 管 中 加 入 1 mL 胶 内 消化 
脱色 液 , 移 除 液体 , JH À Z Bš ( ACN) ( Fisher 
Scientific 公司 ) Jš k 2 We y sa 4 TEE, Fen Ji T ¿Z 
Wi. JMA 10 mmol/L DTT( Promega 公司 ) ,让 胶 粒 吸 
收 完全 , 放 和 人 Se C 水浴 锅 内 ,孵育 1 hp。 孵育 完毕 后 
移 除 多 余 DTT 液体 ,加 入 55 mmol/L 碘 代 乙酰 胺 
(IAM) ( Promega 公司 ) ,暗室 室温 孵育 1 h. NETTE 
毕 后 , 移 除 多 余 IAM 液体 ,加 入 25 mmol/L. 碳酸 氧 
fE( NH,HCO, ) 清洗 10 min, 重复 清洗 1 次 。 移 除 
NH,HCO, ,加 入 脱色 液 清洗 10 min ,重复 1 K. ZU 
脱水 至 胶 粒 完全 变 白 ,真空 抽 王 乙 且 。1 ug uL 的 
酶 储 液 以 25 mmol/L NH,HCO, 稀释 15 倍 , 加 入 脱 
水 后 的 胶 粒 中 ,让 腕 粒 充分 吸收 。 然 后 加 入 25 
mmol/L NH,HCO, 没 过 胶 粒 , 放 入 37 水 浴 锅 , 消 
化 过 夜 。 过 夜 后 ,将 液体 转移 至 一 新 离心 管 中 。 用 
50 uL 50 mmol/L NH,HCO, ,50 pL 0. 196 的 甲酸 水 
溶液 ,50 pL 0.1% IH BRL E HE.S0 uL Ct 
行 肽 段 抽 提 。 将 所 有 的 液体 冻 干 ,用 0. 1% 甲酸 
























































































































































ER. 
1.5 RRE RI RUIE E -E EE ER EX pha ië ( LC-ESI- 
MS/MS) 分 析 


分 别 将 消化 后 的 肽 段 游 液 20 000 x g 离心 15 
min, 取 上 清 液 10 uL 上 样 ,通过 Dionex 公司 
UltiMate3000 型 号 的 纳 升 液 相 色 谱 仪 进行 分 离 。 所 
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用 的 柱子 包括 Trap 柱 和 分 析 柱 两 部 分 。 分 离 程序 
如 下 : 先 以 4 L/min 的 流速 在 5 min 内 将 样品 加 入 
到 Trap 柱 上 , 紧 接 着 一 个 总 流速 为 400 pL/min 的 
分 析 梯 度 将 样品 带 入 分 析 柱 ,分 离 并 传输 至 质谱 系 
统 。 先 在 5 和 % 缓冲 液 BCACN, 0.1% 甲 酸 ) 下 洗 脱 5 
min ,跟着 一 个 40 min 的 线性 梯度 使 缓冲 液 B 的 比 
例 由 5% 上升 至 30% ,在 接 下 来 的 8 min 线性 上 升 
到 80% ,然后 缓冲 液 B 在 80% 保持 8 min, 最 后 在 2 
min 内 恢复 至 5% 并 在 此 条 件 下 平衡 7 min。 经 过 液 
相 分 离 的 肽 段 进 入 到 串联 ESI 质谱 仪 :Q Exactive 





( Thermo Scientific 公司 ) 。 机 器 一 级 分 辨 率 设置 为 
70 000( 质 荷 比 / 半 峰 宽 ) ,二 级 为 17 500。 挑 选 电荷 
为 2+ ~6+, 强 度 超 过 500 的 前 15 个 离子 进行 二 
级 检测 ,用 碰撞 能 量 为 28% 的 高 能 诱导 解 离 
(higher-energy collisional dissociation ，HCD ) 模式 对 
肽 段 进 行 碎 裂 ,碎片 在 LTO 中 分 析 并 检测 信号 。 二 
级 扫描 范围 是 依赖 于 一 级 母 离子 质 荷 比 自 动 选 择 。 
离子 源 电压 设置 为 1.8 kV。 扫 描 的 质 荷 比 范围 为 
一 级 350 ~ 2 000 ,二 级 根据 一 级 自动 选择 。 质 谱 参 
数 如 表 1。 




















R1 质谱 分 析 人 参数 


Table 1 Parameters of mass spectrum analysis 


人 参数 名 称 Parameter description 


参数 值 Parameter values 





离子 模式 Ion mode 
一 级 扫描 范围 First level scanned area 


一 级 扫描 分 辨 率 First level scan resolution 





二 级 扫描 范围 Second level scanned area 


二 级 碰撞 能 量 (NCEs) Second level normalized collision energy 





二 级 扫描 分 辨 率 Second level scan resolution 
毛细 管 温度 Capillary tube temperature 


离子 源 电压 Ion source voltage 





碎 裂 模式 Fragmentation mechanism 


1.6 细菌 蛋白 鉴定 

利用 本 地 化 的 Mascot ( Matrix Science ) 软件 将 
质谱 鉴定 到 的 蛋白 比 对 细 戎 的 Uniprot 蛋白 数据 库 ， 
母 离子 质量 误差 设置 为 20 mmu ,碎片 离子 误差 设 为 
15 ug/g, 半 胱 氨 酸 上 的 腺 甲 基 修 饰 以 及 和 蛋氨酸 上 和 氧 
化 修饰 分 别 被 选 定 为 固定 修饰 和 可 变 修饰 。 人 允许 失 
误 的 剪 切 位 点 为 1。 检索 结果 以 已 <0. 05 为 显著 。 








2 结果 


2.1 褐飞虱 成 虫 唾液 成 分 的 一 维 电 泳 

本 研究 对 涤 缩 后 的 神 飞 乱 成 虫 唾液 细菌 蛋白 进 
行 了 一 维 电 泳 (图 1) ,大 多 数 恒 白 分 子 量 分 布 在 
40 -100 kD 之 间 。 
2.2 褐飞虱 成 虫 唾液 中 细菌 蛋白 的 鉴定 

通过 液 相 色谱 串联 质谱 对 褐 飞 乱 成 虫 唾液 中 细 
菌 蛋 白 进行 鉴定 ,与 Uniprot 的 细菌 蛋白 数据 库 进 行 
比 对 ,鉴定 出 35 种 细菌 重 白 ( 表 2)。 参 与 细 落 能 量 
代谢 的 蛋白 种 类 最 多 ,包括 ATP 合成 酶 .苹果 酸 脱 
氢 酶 .柠檬 酸 合成 酶 琥珀 酰 辅 酶 A 连 接 酶 、 磅 酸 烯 





















































正 离 子 模式 Positive ion mode 
350 -2 000 


70 000 


依赖 于 一 级 母 离子 质 和 荷 比 自动 选择 


Autoselection depending on the first parent ion mass-to-charge ratio 








28% 
17 500 
250*C 
1800 V 


高 能 诱导 解 离 Higher-energy collisional dissociation ( HCD) 

















A] 1 褐 飞 乱 成 虫 唾液 细菌 蛋白 的 分 离 电泳 
Fig. 1 














Electrophoretic separation of bacterial proteins 


in saliva of Nilaparvata lugens adults 


M: 预 染 的 蛋白 质 分 子 量 标准 Pre-stained protein ladder; 1; 48 KE 
唾液 蛋白 Salivary proteins of N. lugens. 











715 


























苗 雨 桐 等 : 褐 飞 乱 成 虫 唾液 细菌 蛋白 的 鉴定 

















7 期 


Joloej uonguruttə1 uoQdrrosuerT 
























































































































































T9 vc0 I 69r 0c SSITSd ON 
EMA 323624 
ssefUAs ¿LV 
IL'6ce I S$'6v CC 9X DICO 
iX S, dLV 
sseue8orpAdep suroA[9 
0v 900 c ccol IE THAT ED f 
HE AEH 
sseIeUuATod VNY peloexrrp-VNd suaosa4on]f spuowuopnosqq 
00'8cL C 6 05ST te EATA ED x. 
BMS 23 VNA fs Ht VNG Eia AC 
osequás opu) suagn] "Nl $1121122000]02. 19120Q0]2u12y 
8L'cC9 rv [4 c060cd - "a 
fie SV AS Ww» Re Effe ye 52 d 
urelord uoneArejs Suunp uonoəəloid YNA 
0S ‘pzI 0'6I c LX9490 : : : : 
Arpa VNA 
9seur ojeqdsoudrp oprsoo[onN 
LO VIC rv SI r LNYTH90 EN 
TIDETUR 10 
oseueSo1pKqop NPN 
S6 ‘EZ v'c€ ç IXLI90 
CAREEN 
Ó ssefUAS ¿LV 
c€¿ cor c 0ç 9 03.41.19! 
XS dLV 
n] 10198} uorjeSuo[^q suagn] ‘N UIADG 12120q0j9u12y 
Sc ` LS9 6'cv TI L63.190 c 
nL J- Ed dy Wu MHEN M 
ose us qy 
LT 6L S'I T t6cH Lg : 
XS dLV 
9seroulosrojonpar proe-[o19w 
66 LOI 8 Ut T LVOH £d 7 
fll Rcs CETUR H Z 
utojo1d euerquueuu 19]n() 
S9 '6IT 攻 85 T TAAI SNEV 
HÆ MN 
urojo1d [etuosoqu SOS 
06 `SrI S I € E0MILE 
AXES HIG sos 
oseuoSo1pKqop IPN 
LL'OVc c se s SXOAOE e 
BMT 23 AE 
sse 由 uks qpy Tuupumpq .4372D001aU12 9[epeuouropnosq ereloedqoslord- 人 erHeloeqosloxd 
6S 60v rv “SS 8 96CHLH a » 
fix S, ALV RO EHE y TR Hide) MAIA LIEd ZEE 
1510m səpndəd “OU UOISS900B . 
94008 JOSE I y : pəunuəpi urojo1q ]soH səroədç Iop4() sse[9 un[Auq 
HHG YooseW EW jo xzequmN yueguog EURE xs " H i " 
i (DEME PAMO Ef queguo5 j i i i I 


sy[npe suəĝn] vpaimdopy JO BAIES uro.] poje[osr SURJOId periojoeg ZAL 


Ei E Els piri ik XHEPUUABUBXCES SR CN 


60 卷 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


DUDAS PHIIONNS 



































































































































716 











ERST 
d JIoloeJ uoneniur UONLJSULI J, *suadn] ‘N 302D012 4ə10Dqo.lə1u;g 
St ¿LC 8'L6 L STAZ 6 à 
AES PRLR W W LELA A E 
Əseurumsuen eurgirmo[&uroong 119803] 12120Q0411) 
kL YS S cr I OHHY 8V " NONE 
Tl PS 2H SM ES r M EC E EERE yT 
urojoid ouequrour 19]n, snonsod snioqpjqmg —— mpumoaf 12120Q04ni SeTerIeloedqoxreluT 
8t 'ICI 9 SC £ 9T0vcd Y ° m d : i n l 29 l i 
V HEMNE DI MS HEERE Ly H EHA 
5 108} uorjeauo[q suagn] `N pnydophy spuowo12y “ sopepeuouro1oy 
T0'v6S S LL 0I 96030V =. 
5 EMH Wu MMT S a E ELI 
urojo1d ouorodeq?) Dpimd spuowuopnosq 
v8 '08c 5 99 s 8TIA9V 
HKA MAN E 
sseue3orpAdep sleddsodd-g-spAdepTereoAI9 
£9 ”98 [ 98 I 9cLLCd 
BMC A MA- c- SEL. 
osejonpoar 9uorlelnI9 
I8'cL c'6V T 68I€cd 
fic ye H MY 
uro9jo1d uorstArp [[97) 
98'68t 9 vv 8 £OcLvVd " 
ELE SEE CIR 
oseuoSor1pKqop sleAnIAd 
08 'OZv $66 8 L£96s0 3 
SAPE H B ad 
sseleIpAU əlelrtuooy psouigniaoD spuowuopnoasq 
6c'SLS 166 8 SIEI60 
BMS O SC T Ee fh c RE 
osejoppesuez], 
80 III LEE T 0H6X€Ó 
fpi 33 
oseury oje[&uopy 
II 96 t tc 5 90 4M €) 
TIDRE EE 
ose[4xoqreo ojAni&dqpouootdsouq 
Zh 96€ €'L6 8 YAHA EO 
EMAN FA A il Bel sa SHA A 
ƏseuluÁs sleuroonsouruISTV 
CC 'SLY t'ev 6 TZIA E9 K 
EG AHE REEE HM 
əses VoD-[AuroongS 
t0 `<66 € Ir 9I ON9MED 
TREES V AM H YM LESE 
AMD 14319m səpndəd “OU uorssoooe I : r : b ds ] » Á 
9100s JOSE SSN "n AD pounuopr urojoiq jsoH səroədç Jopi() ssep) umuq 
HJ 109seW 3E DU YS +f d H b LI 











DEEG XS NU RE quegueo í 
penuguoo z aIqeI TÆ 


111 





























苗 雨 桐 等 : $E KAUR da ne yn 2 E E EE 














7 期 


aseua3o1pAyap sleddsodd-g-spAdepTereoAI9 






































































































































Ic THS r'I€ OI 99D vCd 
SAPE A MA- c- SEL. 
utojo1d oug1quiour 19]n() 
09 SC9 civ OI 086t£€0 
AEM 
uruo1odeuo qJ 09 Dp.əfiom/ D1137D30S ^ suoosooimui DYDLƏÇ 
£C EIC I 9'96 CC 90c990 
E EHE GT 09 3 时 日 Y E (EAE 
utojo1d uoreIn3er syeldn oruə4 
96 'cOI 8'LI T 66SSvd 
A3E L [of UR 
urojoid srsotguÁsorq ourmd [euorpungrq 
80 '8cc C LS r 5H9L9V 
AES Ap Said e] LE XC 
Əəspunj [01994T4) 
bL ‘Cec 196 ç CHUJL9V 
AM H 
sseIeUlA[od V NM peloerp-VNd D18948 Do4əoolsnpÇ əptruouməud n]]ə1sqə]y 
L0'L89 F "0ST 8I SJAXSH £H Hi p r H r Ec 2€) 47) x qub 
UK VNA BS BE VNA SERIA [2E bw 
100Q01 misnuag 
, . TIoloej uonenrur UOT]E[SUPI], ug X 
cS [OF t'L6 ry 0411105 du t 
b f tl 
J AU slt s 
SL 10198} uoreSuo[ 
cr SOI £'0€ I 604A C8 
SL + Ed iy gr 
osesi[ VNHI-9uts AT 
SL'WvI S LS 8 SrAACd 
filz E v Nen DRE UR 
osequás ojeuroonsourur&ry sisuamumuisp] Drug 
TS ` LOS L' vv OI 8VDACd É 
EMAA A DECRE EE Hk MHAIM 
ose1ourosrojonpoi piop-|o01ə3 p4oao](aup DUNT 
SL SCC 6'€6 9 699AcH 
Su p CC SM HU Z Ee LOCO REM 
oseuoSo1p&qop oreuoon[soudsouq-9 s1əu]na DYNAT 
6L 6607 8'8 ç £8€Ivd ut . 
TIPS CERRO MLG O 
NETIN 14319m səpndəd “OU uorsəoop I : I : gts . » i 
ue joosepy DER "e UM pos Yu E T S js ps: v S 
I joosepy I ; P Ç EG A | 
(DEMAY WAM GEE qucguə5 2 f 


penuguoo ç əlqe, 7H 


60 卷 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


718 

















































































































9seprsoon[3-9* I-o2]0 nmqorop DuL00T simqns snymvg 
tO £6 8 959 I votveo u i35 
Ti LH Ge AE Lipa: ELE BERE ya tik 
nL 10198} uorjeSuo[q suaiopfonbijojéum snjnong seTel[roeg eg So]noruir jq 
gç IP t'er S SNOZLV - x. E 
nL EMET BH GAKR Y HHM MHYH REE 
Iv'8c L'Ov I VZZ[0V scd Vcg. “ds joropqonpay 
snoijouaudo40p[o 
ose1outÁ[od V NM poroerp-y NA Se[feooooororW  fLiojoeqounoy X eüojoeqounoy 
WOES pM í acri: WY VNU BHS Bt VNG E ERIWO MR RGM 
tu x sj a EBA. cl. Ud p DA SL f 7 E UM LER qe 4e 
; pipydoympmu 
3seI9JSUeTHIAqeurAxorpAU 9UL9S spuoutot]donouəlo Se9[epeuoUoUIUBX 
68 S0C 0 sr S TINATA didi TOR YR Š re - 
Th ZAHTE h A A V 74 ETE EAT H EE eder t 
urojo1d [Tewosoqrr SoEg 
SZ 607 9 5Z v 9dONZO 
ETE suqya SOE 
nL 10998} uonesuo;[ Dulsso]5) 
C6 C98 l` £r SI LIONZO smpnnsso]5 svpos 
AL J- dil MKK 
3sefUAS 9leTIUBIUHUV 
t8 95 9'LS I L6800d 
BAD SLM ch ICE w ls 
urelord uoneArejs Suunp uonoəloid YNA 
06 ¿€I ty0 9 £ Oodvty80 , I Ü 
Andy vNa 
ƏseuəsopKuəp eurresouuod /Əseupjolredse |euonounjrg 
9€ '00c v'88 S SCLLCd EC Ng 
BE SME 77 AMI SC EE B XC 
MN 14310m səpndəd “OU uorssoooe : : r : b aids . » i 
n ]05Se 从 1e|nəə|o]N go ToqumN yueguog poa p S dos pus v" s 
H joosemy I : D Ç Et A [| 
(DIAMA WAW EE egg z ' 


penuguoo ç əlqe, c?EX; 

















7 期 Hl 











雨 桐 等 : 褐 飞 避 成 


H IH 





E 液 细菌 蛋白 的 鉴定 779 




















醇 丙 酮 酸 羧 化 酶 、 腺 苷 酸 激酶 、 转 醛 酮 酶 . 乌 头 酸 水 
A I, PST RIT Jt <U. H HUE -3 - Bë JJ LN 6-0 B 
葡萄 糖 脱氧 酶 和 寡 聚 -1,6- 葡 萄 糖 背 酶 。 参 与 蛋白 




















如 Baumannia cicadellinicola 可 以 为 琉璃 叶 蝉 提供 维 
生 素 (Wu et al., 2006)。 而 本 研究 测 到 的 7 种 细菌 
蛋白 乙 酮 醛 酸 还 原 异 构 酶 .甘氨酸 脱氧 酶 、 精 氮 琥 班 























折 三 与 合成 的 有 核糖 体 蛋白 、 延 伸 因 子 、 转 录 终止 因 
子 、 分 子 伴 人 蛋白、 翻译 起 始 因子 、 赖 氨 酸 -tRNA 连 
接 酶 和 铁 吸 收 调节 蛋白 。 与 氨基 酸 代谢 过 程 有 关 的 
蛋白 包括 乙 柄 醉 酸 还 原 异 构 酶 甘氨酸 脱 氢 酶 、 精 所 



































酸 合 酶 . 瓶 珀 酰 乌 氮 酸 转氨酶 、 双 官能 团 天 冬 氮 酸 激 
酶 /高 丝氨酸 脱氧 酶 、. 邻 氨基 葵 甲 酸 合成 酶 、 丝 氨 酸 
羟 甲 基 转 移 酶 都 参与 了 氨基 酸 的 合成 与 代谢 ,可 能 
是 由 于 褐 飞 蛋 体内 的 共生 茵 为 其 生长 发 育 提 供 氨 基 


























政 珀 酸 合 酶 .琥珀 酰 乌 氨 酸 转氨酶 、 双 官能 团 天 冬 氨 
酸 激酶 /高 丝氨酸 脱氧 酶 、 邻 氨基 茶 甲 酸 合成 酶 、 丝 
氨 酸 羟 甲 基 转 移 酶 。 与 核酸 代谢 相关 的 有 核 芭 二 磷 
酸 激酶 .DNA 指导 的 RNA 聚合 酶 和 双 官 能 团 味 叭 
生物 合成 蛋白 。 男 外 ,本 研究 还 鉴定 到 了 细菌 的 细 
胞 骨架 蛋白 细胞 分 裂 蛋 白 ,参与 离子 运输 的 外 膜 蛋 
白 ,与 DNA 修复 有 关 的 DNA 饥饿 保护 蛋白 ,维持 细 
胞 质 内 氧化 还 原平 衡 的 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 ,参与 脂 代 
谢 的 甘油 激酶 和 与 乙酰 辅酶 A 生物 合成 有 关 的 乙 
酸 激酶 。 

这 35 种 蛋白 来 源 于 22 种 细菌 ,在 门 分 类 阶 元 
E, tE XT FI A JÉ B l J ( Proteobacteria ) , ùk 2X WT] 
( Actinobacteria ) #1 J EE W |] ( Firmicutes), H rp 4E 
白 种 类 鉴定 较 多 的 集中 在 变形 菌 门 , 包 括 y- 变 形 菌 
纲 的 假 单 胞 菌 目 (Pseudomonadale ) , 7& fg jj H 
( Aeromonadales) . 、 肠 杆菌 目 (Enterobacteriales ) 和 黄 
单 胞 菌 目 (Xanthomonadales ) 。 




































































3 讨论 

本 研究 利用 液 相 色谱 - 电 有 喷雾 串联 质谱 分 析 技 
术 , 对 褐飞虱 水 状 唾液 中 蛋白 进行 鉴定 , 共 得 到 35 
种 蛋白 ,这 些 蛋 白 的 功能 主要 是 参与 能 量 代谢 、 氮 基 
酸 代谢 以 及 蛋白 的 合成 与 折合 。 其 中 ,种 类 最 多 的 
是 参与 细菌 能 量 代谢 的 蛋白 ,包括 参与 糖 酵 解 过 程 、 
三 羧 酸 循环 .电子 传递 链 戊 糖 磷酸 途径 等 代谢 过 程 
的 多 种 酶 类 。 昆 虫 内 共生 菌 与 宿主 之 间 的 互 作 关 系 
已 成 为 昆虫 学 研究 的 热点 之 一 。 褐 飞 乔 通过 取 食 过 
程 中 分 泌 唾 液 与 水 稻 互 作 , 因而 唾液 中 所 含有 的 细 
菌 和 蛋白 可 能 参与 了 这 个 过 程 ,在 褐飞虱 取 食 、 致 害 中 
发 挥 作 用 。 褐 飞 乱 是 典型 的 刺 吸 式 口 器 昆虫 , 取 食 
水 稻 韦 皮 部 的 汗液 ,食物 来 源 单一 ,往往 容易 缺乏 党 
养 ( 李 香 香 ,2010) 。 研 究 发 现 ,所 有 半 翅 目 昆 虫 中 
以 所 皮 部 汗液 为 食 者 均 有 共生 微生物 , 而 那些 辅助 
性 地 专 食 完整 植物 细胞 的 类 群 则 失去 了 共生 茵 
(Douglas, 1998; 李 香 香 ，2010) 。 共 生 菌 可 以 为 宰 
飞 虱 提供 B 族 维生素 、 氨 基 酸 和 固 醇 等 营养 物质 ， 

































































酸 的 过 程 中 分 泌 出 来 的 。 另 外 ,乙酸 激酶 参与 乙酰 
辅酶 A 的 合成 ,而 乙酰 辅酶 A 是 胆固醇 合成 的 原 
料 。 共 生 菌 还 可 以 分 泌 抗 菌 肽 、 毒 素 等 以 增强 对 外 
源 寄生 物 等 的 防御 能 力 ( 范 海 伟 , 2015) ,本 实验 鉴 
定 到 的 与 蛋白 合成 、 折 羞 有 关 的 蛋白 可 能 参与 了 这 
个 过 程 。 

这 些 和 蛋白 来 自 于 22 种 细菌 微生物 。 其 中 有 4 
种 细菌 在 褐飞虱 体内 已 有 报道 ,分 别 是 贝 开 不 动 杆 
Acinetobacter baylyi, 醋酸 钉 不 动 杆 菌 Acinetobacter 
calcoaceticus ， 嗜 水 气 单 胞 菌 Aeromonas hydrophila 和 
阴沟 肠 杆菌 Knterobacter cloacae ( "Ey fy, 2010; 
Tang et al., 2010; 李 香 香 等 ，2011; 唐 明 等 ， 
2014) 。 唐 明 等 (2014) 收 集 了 褐飞虱 水 溶性 唾液 分 
泌 物 ,通过 建立 16S rDNA 文库 检测 到 了 6 种 细菌 ， 
其 中 有 1 种 就 是 贝 氏 不 动 杆菌 A. baylyi, Z), 
Wa € m M is rp UE E S) ES BE TS GT MN A. 
calcoacelicus ( ZE FFÆ, 2011) ) 和 阴沟 肠 杆 菌 E. 
cloacae( 7E fy, 2010), Tang 等 (2010 ) TE dj K HÁ 
敏感 种 群 和 抗 性 种 群 ( 含 抗 性 基因 bp 及 ) 中 检测 到 
嗜 水 气 单 胞 菌 4，hydrophila。 其 他 许多 种 、 属 的 细 
菌 也 曾 在 昆 虫 中 有 所 报道 。Hamiltonella defense 是 
蚜虫 和 烟 粉 融 的 次 生 共 生 菌 。 当 蚜虫 感染 五 
defensa 后 ,寄生 蜂 寄 生 率 显著 降低 ,表明 感染 了 这 
种 次 生 内 共生 菌 可 能 为 蚜虫 提供 了 抵抗 寄生 蜂 攻 击 
HEJJ (IKRE, 2016) ) AiE W E R A Serratia 
marcescens 是 许多 昆虫 体内 的 一 种 病原 细菌 , 唐 小 影 
MEET gum US HE, 2014), 
Sodalis glossinidius 是 采 采 量 的 共生 细菌 ( 康 小 影 ， 
2014; 范 海 伟 , 2015), Cruden 和 Markovetz (1984) 
WIX T e. ue BD Eublaberus posticus 的 肠 道 细菌 ,发 
现 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌 Citrobacter freundii 是 其 最 主要 的 
细菌 类 群 之 一 。Dillon 等 (2002 ) 从 蝗虫 肠 道 中 分 离 
出 了 阴沟 肠 杆菌 Enterobacter cloacae, 5i 1A R ii 
Klebsiella pneumoniae FEROA P RH Jo 7 E EK PÍ 
S. marcescens, IHI MrT E. cloacae T à z& 4H EX 
肺炎 菌 K. pneumoniae 能 产生 愈 创 木 酚 ,这 种 物质 是 
蝗虫 聚集 信息 素 的 成 分 之 一 。 假 单 胞 菌 属 
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Pseudomonas 是 一 类 专 性 好 氧 的 革 兰 氏 阴 性 杆 苗 ,在 

自然 界 分 布 广泛 ,在 水 体 、 土 壤 、 植 物 组 织 和 动物 体 
内 都 有 发 现 。 有 研究 发 现 一 些 假 单 胞 菌 属 细菌 具有 
纤维 素 降 解 活性 ,并 且 它 可 以 通过 糖 酵 解 和 上 戊 糖 砍 
酸化 途径 降解 碳水 化 合 物 ,所 以 假 单 胞 阔 可 能 参与 
了 为 寄主 提供 能 量 的 过 程 ( 王 娇 莉 , 2016)。 该 属 包 
含 许 多 致 病菌 , 其 中 铜绿 假 单 胞 菌 Pseudomonas 
aeruginosa 、 葡 光 假 单 胞 菌 Pseudomonas fluorescens 是 
昆虫 的 潜在 病原 菌 。Kellner 发 现 隐 翅 虫 体内 的 内 
共生 兰 是 铜绿 假 单 胞 菌 已 aeruginosa , 它 能 产生 聚 
酮 类 毒 隐 埃 虫 素 ,这 种 毒素 不 能 改变 昆虫 天 敌 的 行 
为 ,但 有 效 阻 止 了 狼 蛛 Lycosa 的 捕食 ,从 而 降低 被 
捕食 的 概率 (Kellner, 2003) 。 张 瑛 (2015 ) 也 在 斑 透 
翅 蝉 的 唾液 腺 中 鉴定 出 了 铜绿 假 单 胞 菌 P. 
aeruginosa ,上 且 该 菌 与 肠 杆 菌 Enterobacter sp. 为 优势 
细菌 。 李 香 香 (2010 ) JA ELTE. Kg Roig Kos ib P 
鉴定 到 19 个 属 , 其 中 不 动 杆菌 属 Acinetobacter, 
Stenotrophomonas , Z£ fü FT A J& Bacillus、 肠 杆菌 属 
Enterobacter 和 欧文 氏 菌 属 Erwinia 6 个 属 在 本 实验 
均 有 鉴定 到 相应 的 蛋白 。Tang 等 (2010 ) fed K 
抗 性 种 群 (具有 抗 性 基因 bp 及 ) 中 鉴定 出 了 节 杆 
属 Arthrobacter 的 细菌 ,本 研究 也 同样 鉴定 出 两 种 
杆菌 属 细菌 的 蛋白 。 刘 玉 升 等 (2007 ) 在 东亚 飞 
肠 道 中 分 离 出 16 个 细菌 菌株 ,分 属于 16 个 属 ,其 
沙 雷 氏 菌 属 Serratia Wa TT vg Enterobacter , Fr Jg 
酸 杆菌 属 Citrobacter, 不 动 杆菌 属 Acinetobacter I yg, 
AA RJE Klebsiella 中 鉴定 到 的 蛋白 在 神 飞 乱 唾 液 
中 均 有 鉴定 到 。 刘 玉 升 (2006 ) 分 离 鉴定 了 斑 衣 蜡 
蝉 消化 道内 的 4 种 细菌, 均 为 兼 性 大 氧 芽孢 杆菌 ,其 
中 ,枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subtilis 的 蛋白 也 在 褐 飞 
ue prede , WARIH , ZETRFF Bacillus 对 较为 
恶劣 的 环境 条 件 适应 有 关 。 

本 研究 鉴定 出 了 许多 种 已 报道 过 的 褐飞虱 共生 
细菌 及 其 他 昆虫 共生 菌 的 蛋白 ,这 些 细菌 借 白 可 能 
来 源 于 褐 飞 乱 唾液 中 的 细菌 群落 , 肠 道 细菌 代谢 的 
蛋白 ,水 称 等 寄主 植物 的 内 生 细 菌 蛋 白 , 褐 飞 乔 含 阔 
胞 内 的 蛋白 等 ,这 些 细菌 及 其 分 泌 的 蛋白 可 能 在 神 
飞 翅 的 生活 史 中 发 挥 了 重要 的 作用 。 但 是 ,在 褐 发 
UAI E Bj 98 HY PI dE ^E PR. Wolbachia Zi HE Ve J88 
Arsenophonus 的 细菌 蛋白 均 未 在 褐 飞 乔 唾液 中 鉴定 
到 ,可 能 该 共生 菌 不 会 随 唾液 分 泌 出 来 。 关 于 褐 飞 
避 、 其 唾液 细菌 蛋白 以 及 水 称 三 者 之 间 的 关系 将 是 
进一步 研究 的 问题 。 
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